



る。しかし，開発ステージが進展した臨床試験後半（Phase ₂b および Phase ₃）では，コマーシャ
ルベースでの製造を見据え，スケールアップ製造法を開発する必要が生じる。これを担当するの
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　HPLC 装置には，ポンプとして㈱島津製作所製 LC-₂₀AD，検出器として，UV・VIS 検出器
SPD-₂₀A を用い，室温（₂₅°C）で分析を行った。検出波長は ₂₆₅ nm とし，試料注入は，レオダ
イン社製₇₇₂₅i インジェクター（₂₀ µL の試料ループ付）を用いて，ハミルトン製マイクロシリ






工業（株）製の，順相系多糖類型キラルカラム CHIRALCEL シリーズ ₃ 種類（AD-H，AS-H，






















しかし，化合物₀₂には特異的な UV 吸収部位がないため，HPLC 分析での UV 検出器によるピー
ク検出が困難であった。そこで，この化合物の水酸基に対し，t-Butyl diphenylchlorosilane
（TBDPSCl）を用いてシリル化を行い，HPLC 分析に供した。反応式を図 3 に示す。本反応の収
率は₈₇～₉₈％で，ほぼ定量的に進行した₂₂︶。
　上記の化合物₁₀では，アミノ基の保護基 P として，化合物の安定性の面から t-Butoxycarbonyl
（Boc）基を用いたが，Benzyloxycarbonyl（Z）基を用いた化合物の TBDPS 化したもの（化合物
₁₄）のラセミ体も合成し，HPLC 分析に供した。さらに化合物₁₁のニトリル基を加水分解したア
ミド体（化合物₁₅）も合成し，HPLC 分析に供した。なお，試料は ₁ mg/mL になるように移動
相（ヘキサン／エタノール（₉₅： ₅ ））で溶解したものを用いた。
3.3　光学活性中間体の評価法
　試料数 mg を精密にはかり，移動相に溶かし，約 ₁ mg/mL 溶液として，試料溶液とする。試








　　カラムの選定：上記の化合物₁₁のラセミ体の試料（約 ₁ mg/mL 移動相）溶液 ₁₀ µL につき，
上記条件で分析するとき，エナンチオマーが完全分離するカラムを用いる。
図 ₃ 　TBDPSCl によるシリル化反応






















た。その結果，用いたキラルカラムの中で AD-H，OD-H，OZ-H および IB，IC で，比較的良好
に光学認識されることがわかった。後者の IB および IC カラムは，前 ₃ 種類のカラムの耐溶剤




寄与は小さいものと推定された。一方，多糖類のグルコースユニットの ₂ ， ₃ および ₆ に導入さ

































































　そこで，AD-H，OD-H および IC カラム（いずれも，内径 ₄.₆ mm，長さ ₂₅ cm）につき，化
合物₁₁に加え，化合物₁₄および化合物₁₅のエナンチオマー識別についても検討を行った。まず，

























含めた ₃ 種類のラセミ体の分離を行った。結果を図 ₇ に示す。本条件では，化合物₁₁が₄.₁₀分，
₄.₃₉分に，化合物₁₄は₅.₀₂分，₅.₃₃分に，アミド体は₇.₉₁分と₈.₉₁分に溶出し， ₃ 種類の一斉エナ










　上記図 ₂ の反応における生成物の評価を₃.₃記載の方法に従って行った。結果の一部₂₂︶ を表 1
に示す。反応条件を様々に変えて検討したところ，生成物はいずれも光学選択的に誘導され，そ
カラム：IC，移動相：ヘキサン／エタノール（₈₀：₂₀）。他は図 ₅ と同じ
図 ₇ IC カラムによる ₃ 種類のラセミ体の一斉エナンチオマー分離
保持時間（分）
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₁ ジイソプロピルエーテル ₃ ₄₈ ₉₄
₂ テトラヒドロフラン ₁₄₄ ₇₅ ₈₉
₃ シクロペンチルメチルエーテル ₂₄ ₆₈ ₈₈
₄ 酢酸エチル ₂₄ ₈₃ ₈₉
₅ 酢酸イソプロピル ₂₄ ₈₃ ₉₁
図 ₈ 　IC カラムを用いた合成中間体の光学選択性評価のクロマトグラム例
保持時間（分）
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Recently most of pharmaceuticals having asymmetric center, have been developed as a single 
enantiomer, because of its activity and toxicological aspect.　In the laboratory of synthetic and 
biological chemistry, faculty of pharmacy, in Yasuda Women’s University, lipase is investigated as 
a catalysis for the synthesis of the optically active intermediates of (–)-Ranirestat, which is one of 
aldose reductase inhibitors under the clinical inventigation (Phase 3, in 2013).　Therefore for the 
evaluation of its enantioselectivity, optical purity testing method of the intermediates is required.　
In the laboratory of analytical chemistry, in cooperation with the laboratory of synthetic and bio-
logical chemistry, development of the chiral HPLC method is investigated.　Among 9 commer-
cially available chiral columns, which have polyssacharide derivative as a chiral moiety, CHIRAL-
PAC IC column shows the best enantioselectivity for the target intermediate.　Enantiomers were 
separated within 10 min with theoretical plate number ca. 10000, employing a mixture of n-hexane 
and ethanol (19:1) as a mobile phase.　In this case, major enantiomer eluted before the minor 
enantiomer and it was found ca. 0.1 % minor enantiomer can be detectable in the method.　Minor 
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enantiomer in some trial synthesis of the intermediate detected by the chiral HPLC method was 
3–6 %, indicating the synthetic process employing lipase gave ca. 90% ee.
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